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1. Účel a doba uzavřeného nakládání

1.1. Účel uzavřeného nakládání

Účelem nakládání je výzkum – příprava kmenů kvasinky Cryptococcus neoformans vykazujících stabilní auxotrofii pro uracil. Nakládání obecně nebude využíváno pro výukové účely, ale jako jednotlivé osoby se ho budou účastnit proškolení studenti při zpracování diplomových témat a při doktorském studiu. Tito studenti jsou vždy jmenovitě uvedeni v seznamu osob proškolených pro nakládání s GMO na pracovišti (bod 8 Provozního řádu, Příloha 6).

1.2. Očekávaný výsledek uzavřeného nakládání

Auxotrofní kmeny C. neoformans vyžadující uracil v médiu a proto vhodné pro navazující komplementaci náhodných mutantů genomovou knihovnou ve vektoru pPM8 (Mondon et al., FEMS Microbiol Lett. 187: 41-5). Tyto navazující experimenty budou předmětem zvláštního oznámení o nakládání s GMO v budoucnu.

1.3. Celková doba trvání uzavřeného nakládání a datum předpokládaného zahájení

Předpokládá se nakládání po dobu 5 let, zahájení nakládání 1.5.2005.

2. Hodnocení rizika – viz Příloha 5

Výsledekem hodnocení rizika je zařazení do druhé kategorie rizika podle přílohy č. 3 k zákonu č. 78/2004 Sb.

3. Pracoviště, na kterém bude uzavřené nakládání probíhat

Provozní řád viz Příloha 6.

Havarijní plán viz Příloha 7.

Adresa pracoviště:

Laboratoř pro výzkum kvasinek, Ústav biologie Lékařské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci, Hněvotínská 3, 775 15 Olomouc

Charakter pracoviště:

Mikrobiologická laboratoř

Popis umístění prostor pro uzavřené nakládání a popis jejich nejdůležitějšího zařízení:

Jedná se o dvě místnosti na Ústavu biologie LF UP: (1) místnost pro kultivaci a (2) místnost pro molekulárně-biologické metody, které jsou spojeny chodbou.

(1) Místnost pro kultivaci – je umístěna v místnosti č. 7 Ústavu biologie LF UP, betonová podlaha je kryta omyvatelným PVC, stěny jsou natřeny omyvatelným nátěrem, strop je kovový kazetový omyvatelný. Místnost je u stropu vybavena centrálně ovládanými germicidními UV-lampami, povrchy stolů a přístrojů jsou omyvatelné. Místnost je vybavena dvěma inkubátory, dvěma lednicemi, pultovým mrazicím boxem (- 20 (C), dvěma skleněnými očkovacími boxy, dvěma kahany, UV-VIS spektrofotometrem Spekol 221, mikroskopem, dvěma temperovanými třepačkami, termocyklerem Robocycler.

(2) Místnost pro molekulárně-biologické metody – je umístěna v místnosti č. 52 Ústavu biologie LF UP, betonová podlaha je kryta omyvatelným PVC, stěny a strop jsou natřeny omyvatelným nátěrem. Místnost je vybavena germicidními UV-lampami, povrchy stolů a přístrojů jsou omyvatelné. Místnost je vybavena 2 lednicemi, skříňovým mražákem (- 20 (C), laminárním boxem typu Biohazard II – EM box 180, centrifugou Beckman GC-6KR, centrifugou Hettich EBA 12R, 2 tepelnými bloky na mikrozkumavky PMC, zdrojem pro elektroforézu Apelex ST606T, elektroforetickými vanami Owl, dokumentačním systémem UltraLum a osobním počítačem.

Plánek pracoviště a umístění nejdůležitějšího zařízení viz příloha č 8.

Posouzení prostor a zařízení pracoviště a jeho umístění

Prostory a umístění pracoviště splňují požadavky na práci s GMO v první kategorii rizika – pracovní plochy, podlahy a stěny jsou omyvatelné, Ústav biologie je vybaven tlakovým parním sterilizátorem, přístup do místností, kde probíhá nakládání s GMO, je omezen jen na proškolené osoby, které používají pracovní oděv a rukavice, okna jsou otevírána jen při sanitaci, povrchy jsou pravidelně dezinfikovány tekutou dezinfekcí a ozařováním UV, odpady jsou shromažďovány odděleně a likvidovány spalováním, laboratoř má své vlastní vybavení dostačující pro nakládání s GMO a mimo pracovní prostor je k dispozici odpočinková místnost.

	Srovnávací tabulka požadavků pro 2. kategorii rizika

	
	
	Požadavek pro 2. kategorii rizika
	Skutečné vybavení pracoviště

	
	Uzavřený prostor
	
	

	1
	Oddělení uvnitř budovy nebo umístění ve zvláštní budově
	není požadováno
	splněno oddělení uvnitř budovy

	2
	Utěsnění pro sterilizaci plynem
	není požadováno
	není splněno

	
	Zařízení
	
	

	3
	Snadno čistitelné povrchy odolávající vodě, kyselinám, alkáliím, rozpouštědlům; umožňující účinnou dezinfekci a dekontaminaci
	požadováno pro pracovní plochu, podlahu a stěny
	splněno

	4
	Vstup do pracovního prostoru přes hygienickou smyčku
	požadováno jen pokud tak vyplyne z hodnocení rizika
	nevyplývá z hodnocení rizika, není splněno

	5
	Snížený tlak vzhledem k tlaku v bezprostředním okolí
	není požadováno
	není splněno 

	6
	Vstup a výstup vzduchu přes aerosolový filtr (HEPA)
	není požadováno
	není splněno 

	7
	Sterilní box – samostatná místnost
	není požadováno
	není splněno

	8
	Tlakový parní sterilizátor
	požadován v budově za podmínky splnění SOP
	splněno, nachází se přímo na Ústavu biologie

	
	Pracovní režim
	
	

	9
	Omezený přístup
	požadováno
	splněno

	10
	Značka „Nebezpečí – biologické riziko“ na vstupu
	požadováno
	splněno

	11
	Zvláštní opatření pro omezení šíření aerosolu
	požadováno minimalizovat šíření
	splněno

	12
	Sprcha
	požadováno v budově
	Splněno, nachází se přímo na Ústavu biologie

	13
	Ochranný oděv a ochranná obuv
	požadováno, specifikace podle hodnocení rizika
	splněno

	14
	Osobní ochranné pracovní prostředky
	požadováno, specifikace podle hodnocení rizika
	splněno

	15
	Účinná kontrola a vyloučení přenašečů GMO
	požadováno
	splněno

	
	Odpady
	
	

	16
	Inaktivace GMO v odtoku z umyvadel, výlevek, sprch a v dalších odadních vodách
	požadováno
	únik GMO do odtoku umyvadel, výlevek, sprch a dalších odpadních vod je vyloučen provozním řádem

	17
	Inaktivace GMO na použitém materiálu a v pevných odpadech v souladu se zvláštními právními předpisy
	požadováno, včetně dezinfekce
	splněno

	
	Jiná opatření
	
	

	18
	Laboratoř má své vlastní vybavení
	požadováno
	splněno

	19
	Je instalováno pozorovací okno nebo jiné zařízení, aby pracovníci v laboratoři byli vidět
	požadováno jen pokud vyplyne z hodnocení rizika
	nevyplývá z hodnocení rizika, nesplněno

	20
	Odpočinková místnost mimo pracovní prostor
	požadováno jen pokud vyplyne z hodnocení rizika
	nevyplývá z hodnocení rizika, splněno


4. Geneticky modifikované organismy

4.1. Údaje o dárcovských organismech

Pro genetickou modifikace není přímý dárcovský organismus. Transformace příjemce bude probíhat konstruktem, připraveným metodou PCR-overlap (Davidson et al., Microbiology 148: 2607-2615). Při přípravě konstruktu se vychází z postranních sekvencí deletovaného genu příjemce a z genu pro rezistenci k antimykotiku G418, který je amplifikován z komerčního vektoru.

4.2. Údaje o příjemcích

Příjemcem bude patogenní kvasinka Cryptococcus neoformans var. neoformans, kmeny IFM 49144, IFM 49120, H99 a JEC 21. Tyto kmeny pocházejí ze sbírek mikroorganismů (IFM), resp. z partnerských laboratoří a jsou široce používány k výzkumu této kvasinky (H99, JEC21 – Jenniffer Lodge, Dept. of Biochemistry and Molecular Biology, Saint Louis University School of Medicine, St. Louis, MO 63104, USA).

4.3. Údaje o vektorech

Vektorem bude přímo lineární deleční konstrukt připravený metodou PCR-overlap (Davidson et al., Microbiology 148: 2607-2615) de novo v naší laboratoři. Deleční konstrukt se skládá z genu pro rezistenci k antimykotiku G418, který je na okrajích doplněn delšími (cca 200 bp) úseky homologními k místy žádané cílené delece.

4.4. Údaje o inzertech

Inzert je totožný s vektorem, který se při úspěšném vpravení do hostitelské buňky udržuje u cca 2/3 případů dočasně jako episom, v cca 1/3 případů dochází ke stabilní integraci do genomu v místě homologie. Inzert se liší od genetické informace příjemce pouze genem pro rezistenci k antimykotiku G418.

4.5. Metoda vnesení inzertu

Inzert bude vnášen do organismu příjemce biolistickou technikou, protože kvasinka C. neoformans je takovýmto typem inzertů jinými metodami jen velmi obtížně transformovatelná. Pro jednotlivé biolistické experimenty bude zapůjčen přístroj PDS‑1000/He Ústavem experimentální botaniky AV ČR, pobočka Olomouc, Sokolovská 6.

4.6. Údaje o geneticky modifikovaných organismech

4.6.1. Specifikace výsledného GMO

Výsledné GMO budou identické s výchozími kmeny příjemců s výjimkou auxotrofie pro uracil a rezistence k antimykotikům z rodiny kanamycinu/neomycinu/G418. Konkrétně lze jednotlivé genetické modifikace specifikovat takto:

IFM 49144 ura5Δ::kanMX

IFM 49120 ura5Δ::kanMX
H99 ura5Δ::kanMX
JEC 21 ura5Δ::kanMX
4.6.2. Funkce vnesených, případně vyňatých genů

Vyňatý gen URA5 kóduje enzym orotidin-monofosfát-pyrofosforylázu, nezbytný pro biosyntézu uracilu. Vnesený gen kanMX kóduje enzym neomycin fosfotransferázu, který umožňuje mikroorganismům přežívat působení jinak toxických koncentrací antibiotik/antimykotik z rodiny kanamycinu/neomycinu/G418.

4.6.3. Způsob zjišťování a kontroly přítomnosti genetické modifikace

Přítomnost genetické modifikace lze orientačně zjistit očkováním na půdu s obsahem G418 – buňky C. neoformans obsahující inzert na této půdě rostou, rodičovský kmen nikoli (pozitivní selekce). Homologní integraci inzertu do lokusu URA5 lze orientačně zjistit přeočkováním těchto buněk na minimální médium, na kterém buňky s cílenou delecí URA5 na rozdíl od rodičovského kmene nerostou (negativní selekce). Pokud buňky rostou na obou médiích, jde pravděpodobně o nestabilní GMO s inzertem udržovaným epizomálně (bez delece URA5 homologní rekombinací). Přítomnost genetické modifikace lze potvrdit na základě PCR-amplifikace s primery specifickými pro gen kanMX, následované příp. restrikční analýzou nebo sekvenováním PCR-produktu. Lokalizaci genetické modifikace v lokusu URA5 lze potvrdit na základě PCR-amplifikace širší oblasti, zahrnující celý lokus se specifickými primery nasedajícími vně oblasti homologní rekombinace, opět s následující příp. restrikční analýzou nebo sekvenováním PCR-produktu.

4.7. Přibližné množství GMO, které má být použito

V průběhu nakládání se odhaduje příprava především tekutých kultur jednotlivých delečních kmenů o celkovém objemu přibližně 20-30 litrů při průměrné hustotě buněk 106-107/ml. Dále bude pracováno s Petriho miskami s jednotlivými rostoucími koloniemi GMO v přibližném počtu 500 misek.

4.8. Údaje o schválení v jiném státě

Uvedené GMO budou připraveny nově, u kmenů H99 a JEC 21 byly již prováděny obdobné modifikace v USA, v našem případě budou použity mírně odlišné primery pro konstrukci deleční kazety.

5. Popis nakládání s GMO

5.1. Dovoz nebo vývoz GMO není plánován.

5.2. Popis nakládání s GMO v souladu s hodnocením rizika

S geneticky modifikovanými mikroorganismy bude nakládáno podle požadavků na druhou kategorii rizika a v souladu s přiloženým provozním řádem, do kterého byly zapracovány připomínky odborného poradce z hodnocení rizika.
5.3. Opatření k ochraně zdraví lidí a zvířat a biologické rozmanitosti

Nakládání s GMO probíhá v souladu s provozním řádem a v případě havárie v souladu s havarijním plánem. Na pracoviště mají přístup pouze řádně proškolené osoby, poučené o svých povinnostech při nakládání s GMO s důrazem na ochranu zdraví, ŽP a biodiverzity. Těmto osobám jsou poskytnuty bezplatně osobní ochranné pomůcky v plném rozsahu předepsaném provozním řádem a je kontrolováno jejich řádné používání. Nakládání s živými patogenními mikroorganismy, resp. se živými patogenními GM mikroorganismy je omezeno na místnosti laboratoře. Činnosti, při kterých může vznikat aerosol nebo může dojít k jinému úniku, jsou omezeny na prostor boxu s laminárním prouděním pro práci s biologickými činitely 2. třídy nebezpečnosti (Biohazard II), funkčnost tohoto boxu při ochraně obsluhy je kontrolována odbornou firmou 1( za dva roky. Centrifugace vzorků probíhá v centrifuze chránící technickými prvky obsluhu před expozicí aerosolu.

5.4. Četnost a způsob provádění kontrol výskytu GMO

Kontroly výskytu GMO jsou prováděny nejméně čtvrtletně a vždy neodkladně při pochybnosti o účinné kontrole výskytu GMO. Z povrchů a prostředí jsou odebírány vzorky, které jsou očkovány na selektivní agar (YPG) s obsahem G418, protože rezistence ke G418 je základním selekčním markerem, odlišujícím připravované GMO od výchozích kmenů a ostatních mikroorganismů. Správné nastavení podmínek pozitivní selekce je kontrolování paralelním očkováním referenčního kmene GMO. V případě pozitivní kultivace je identita GMO potvrzena nebo vyvrácena metodami, uvedenými v bodě 6.3.
5.5. Způsob likvidace GMO a kontroly její účinnosti

S materiály, u kterých je podezření nebo jistota kontaminace GMO, je nakládáno takto:

· pevné materiály, které je možno likvidovat jako odpady ve spalovně FN (např. spotřební plasty), jsou shromažďovány v pevných PE pytlích, které jsou pevně uzavřeny a předány k likvidaci jako biologický odpad.

· tekuté odpady v nádobách jsou buď smíseny s odpovídajícím množstvím dezinfekčního prostředku (Savo), nebo, pokud to není možné, jsou uzavřené shromažďovány v kovovém kontejneru a sterilizovány parním sterilizátorem.

Účinnost zneškodnění GMO je kontrolována čtvrtletně, namátkově u 10 vzorků vyočkováním na selektivní agar (YPG) s obsahem antimykotika G418 postupem uvedeným v bodě 5.4. a příp. navazujícími metodami, uvedenými v bodě 6.3.
5.6. Popis nakládání s odpady

Nakládání s odpady je společné pro celou laboratoř. Odpadní vody jsou svedeny na ČOV Fakultní nemocnice v Olomouci, I.P. Pavlova 6, Olomouc. Vznik plynných škodlivin, které vznikají zejména při izolaci DNA (chloroform), příp. při některých dalších technikách, je provozním řádem omezen na prostor laminárního boxu II. třídy, ve kterém probíhá zčásti recirkulace a zčásti odvádění vzduchu mimo budovu do vnějšícho prostředí přes HEPA filtry. Všechny odpady, které vznikají v laboratoři, jsou považovány za potenciálně infekční a jsou ukládány do pevných pytlů. Po naplnění jsou likvidovány ve spalovně FN Olomouc. Odpady, které není možné takto bezpečně uložit a likvidovat (méně často vznikající, např. střepy, kovové součásti), jsou ukládány do kovových kontejnerů, ve kterých jsou sterilizovány v parním autoklávu. Po sterilizaci nejsou dále považovány za infekční a je s nimi naloženo v souladu s vnitřními předpisy LF UP.
6. Doplňující údaje

6.1. Místo uložení dokumentace

Dokumentace o nakládání s GMO je uložena na Děkanátě LF UP, tř. Svobody 8, 771 26 Olomouc.

6.2. Plán školení zaměstnanců

Osoby oprávněné pro nakládání s GMO projdou vstupním školením nejméně 1 týden před zahájením nakládání nebo před jejich zapojením do probíhajícího nakládání a dále budou pravidelně proškolovány nejdéle v intervalech 3 měsíců (čtvrtletně).

6.3. Metody zjišťování GMO a stanovení jejich množství

Přítomnost GMO ve vyšetřovaném materiálů bude zjišťována očkováním postupně ředěných alikvotů těchto materiálů na selektivní agary s obsahem antimykotika G418, protože všechny transformované mikroorganismy obsahují kazetu pro rezistenci ke G418, a to i v případě, že vpravený genetický materiál nebyl integrován do genomu a je udržován v nestabilním episomu. Množství GMO bude určováno na základě CFU spočítaných při ředění, které neovlivňuje hustotu vznikajících kolonií. CFU budou na základě fatoru ředění a objemu alikvotu přepočítány na 1 ml objemu vyšetřovaného materiálu. V případě potřeby verifikace při pozitivní kultivaci bude provedena PCR se specifickými primery pro vpravovaný konstrukt prováděná paralelně s pozitivní a negativní kontrolou a kontrolou inhibice PCR. V případě pozitivity bude PCR amplifikace pro ověření opakována a identita PCR-produktu verifikována restrikční analýzou, v případě potřeby i sekvenováním.

7. Vyjádření odborného poradce:

Seznam příloh:

1. Prohlášení o vzniku právní subjektivity

2. Výpis z evidence Rejstříku trestů odborného poradce

3. Doklady o dosaženém vzdělání odborného poradce

4. Doklad o délce odborné praxe odborného poradce

5. Souhrnné hodnocení rizika nakládání odborným poradcem

6. Provozní řád pracoviště

7. Havarijní plán pracoviště

8. Plánek pracoviště s umístěním nejdůležitějšího zařízení

9. Plánek pracoviště s vyznačením prvků využívaných v případě havárie

V Olomouci dne
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